
别小鼠在旷场中(图 4A)的总运动距离无显著性

差异(P> 0. 05,图 4B),表明其运动能力未受影

响。 然而,与各处理方式对照组相比,Preg
 

VPA
组及 SC

 

VPA 组的雄、雌小鼠在中心区域的停留

时间显著缩短(P<0. 05),提示其焦虑水平显著升

高。 而 IP
 

VPA 组的小鼠虽表现出中心活动时间

减少的趋势,但差异无统计学意义(P> 0. 05,图
4C)。 提示,Preg

 

VPA 组及 SC
 

VPA 组小鼠具有

显著的焦虑样行为,而 IP
 

VPA 组的影响相对

较轻。
2. 5　 VPA 不同注射方式对小鼠认知行为的影响

　 　 ASD 小鼠常常展现出偏执性行为,即对于认

定的环境和事物很难再做出改变,也可以说是一

种逆向学习能力受损。 因此,本研究采用 Y 迷宫

自发交替实验和水迷宫实验进行检测。
2. 5. 1　 VPA 不同注射方式对小鼠 Y 迷宫自发交

替实验的影响

Y 迷宫自发交替实验结果显示,Preg
 

VPA 组

雄性小鼠和 SC
 

VPA 组的雄、雌小鼠的总入臂次

数较其对照组显著升高(P<0. 05),而 IP
 

VPA 组

的雄、雌小鼠的总入臂次数无显著性差异(P >
　 　

0. 05,图 5A)。 统计自发交替率结果发现,Preg
 

VPA 组雄、雌小鼠和 SC
 

VPA 的雄性小鼠的自发

交替率较对照组明显降低(P<0. 05),而 IP
 

VPA
组的雄、雌小鼠的自发交替率无显著性差异(P>
0. 05,图 5B)。 这些结果表明,Preg

 

VPA 组和 SC
 

VPA 组的雄、雌小鼠学习能力障碍;而 IP
 

VPA 组

对学习能力的影响较轻。
2. 5. 2　 VPA 不同注射方式对小鼠水迷宫实验的

影响

图 6 水迷宫结果显示,定位航行第 4 天,Preg
 

VPA 组、SC
 

VPA 组和 IP
 

VPA 组的雄性小鼠登上

隐藏逃生平台的时间明显长于其对照组小鼠(P<
0. 05),而雌性小鼠无显著差异(P> 0. 05)。 第 5
天去掉逃生平台进行空间探索检测小鼠的记忆

能力,结果发现 Preg
 

VPA 组和 SC
 

VPA 组的雄性

小鼠穿梭初始平台区域的次数均明显下降(P<
0. 05,图 7),表明其空间记忆受损;所有雌性组别

及 IP
 

VPA 组的雄性小鼠在该指标上与其对照组

无显著性差异(P> 0. 05,图 7)。 以上结果表明,
Preg

 

VPA 组及 SC
 

VPA 组雄性小鼠的空间学习

与记忆能力受损。

注:A:各组雌、雄小鼠入臂次数;B:各组的雌、雄小鼠自发交替率。 与孕期对照组相比,∗ P< 0. 05;与皮下注射对照组相比,
#P<0. 05。

图 5　 VPA 不同的注射方式的小鼠 Y 迷宫自发交替实验(n= 10~ 13)
Note.

 

A,
 

Number
 

of
 

arm
 

entries
 

of
 

male
 

and
 

female
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Spontaneous
 

alternation
 

rate
 

of
 

male
 

and
 

female
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

Preg
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

SC
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

5　 Y-maze
 

spontaneous
 

alternation
 

of
 

mice
 

with
 

different
 

injection
 

methods
 

of
 

VPA
 

(n= 10~ 13)
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注:A:各组雄性小鼠到达平台的时间;B:各组雌性小鼠到达平台的时间。 与孕期对照组相比,∗ P< 0. 05;与皮下注射对照组相比,
#P<0. 05。

图 6　 VPA 不同注射方式的小鼠水迷宫实验(定位巡航训练阶段)(n= 10~ 13)
Note.

 

A,
 

Time
 

to
 

reach
 

the
 

platform
 

of
 

male
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Time
 

to
 

reach
 

the
 

platform
 

of
 

female
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

Preg
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

SC
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

6　 Water
 

maze
 

experiments
 

test
 

of
 

mice
 

with
 

different
 

VPA
 

injection
 

routes
 

(place
 

navigation
 

training
 

phase)
 

(n=10~13)

注:A:各组雌、雄小鼠穿越平台的轨迹图;B:各组雌、雄小鼠平台穿梭次数。 与孕期对照组相比,∗P<0. 05;与皮下注射对照组相比,#

P<0. 05。

图 7　 VPA 不同的注射方式的小鼠水迷宫实验(空间探索阶段)(n= 10~ 13)
Note.

 

A,
 

Trajectory
 

plots
 

of
 

platform
 

crossings
 

of
 

male
 

and
 

female
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Number
 

of
 

platform
 

crossings
 

of
 

male
 

and
 

female
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

Preg
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

SC
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

7　 Water
 

maze
 

experiments
 

test
 

of
 

mice
 

with
 

different
 

VPA
 

injection
 

routes
 

(spatial
 

probe
 

trial
 

phase)
 

(n= 10~ 13)
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3　 讨论

　 　 本研究比较了 Preg
 

VPA 组、SC
 

VPA 组以及

IP
 

VPA 组小鼠社交、情绪与认知行为的影响。 结

果显示,与 IP
 

VPA 组相比, Preg
 

VPA 组及 SC
 

VPA 组诱发了更为严重的 ASD 样表现,主要表现

为 ASD 的核心症状,包括社交互动能力下降、社
交新颖性偏好减弱以及刻板行为增加。 此外,
Preg

 

VPA 组和 SC
 

VPA 组还显著增强了焦虑样

行为;并在水迷宫测试中表现出更严重的认知功

能障碍,具体表现为到达目标象限的时间延长以

及在平台移除后穿越目标象限的次数减少。 相

比之下,IP
 

VPA 组虽也引起轻微社交行为减少和

刻板样行为增加,但未诱发明显的焦虑样行为,
其认知功能亦未见显著改变。

有研究发现,小鼠胚胎 12. 5 ~ 13. 0
 

d 相当于

人类胚胎期的 20 ~ 24
 

d[16] 。 这一时期大约是小

鼠神经管闭合阶段结束和神经发生阶段开始,是
较容易在后代中诱发 ASD 症状的时期[16] 。 因

此,大部分研究妊娠期 VPA 暴露的时机均选择在

胚胎期 9. 0、9. 5、11. 5、12. 0、12. 5
 

d,即在神经管

闭合时期[13,21-24] 。 研究表明,啮齿类动物在妊娠

期暴露于 VPA,不仅会导致神经管闭合受损,引
起发育性出生缺陷(如脊柱裂)及尾巴异常(简单

的弯曲和 / 或双弯曲尾巴),还会导致社交能力和

社交新颖性障碍,重复性刻板行为及焦虑样行为

增加,认知能力损伤[25] 。 这些发现与本研究妊娠

期 VPA 暴露小鼠的后代行为学结果一致。 然而,
由于大多数人类病例在妊娠期间并未接触 VPA,
VPA 模型与人类 ASD 之间的关联有效性受到一

定质疑。 因此,大多数的研究者转而采用子代

VPA 暴露方案,通过在不同时间点(如出生后第

2~ 4 天、第 6~ 12 天、第 7 天或第 14 天)以不同剂

量和 周 期 注 射 VPA, 以 构 建 ASD 动 物 模

型[19,26,27] 。 因为人类大脑发育的最后 3 个月大致

对应啮齿动物出生后发育的前 1 ~ 2 周。 在这一

时期,是大脑发育高度活跃的时期,主要涉及小

脑、纹状体、额叶皮层和海马等区域,涵盖神经元

迁移、分化、突触发生、胶质形成、髓鞘形成及神

经回路精细连接等关键过程。 有研究发现,VPA
是通过干扰发育中神经回路的正常形成,从而诱

发 ASD 样行为的[19] 。 本研究采用出生后 14
 

d
 

VPA 暴露的方法,诱导了小鼠社交互动能力下降

和社交新颖性障碍,重复性刻板样、焦虑样行为

增加,认知能力降低。 这些表型较好地概括了人

类及啮齿类在孕期和子代 VPA 暴露所引起的致

畸作用与神经发育缺陷,并最终发展为 ASD 样

行为[26,28] 。
出生后 VPA 暴露主要有两种给药方式:颈背

部皮下注射与腹腔注射。 研究结果显示,皮下注

射 VPA 可引发明显的社交障碍、重复刻板行为增

加、焦虑样行为以及认知功能损伤;而腹腔注射

VPA 虽也导致社交障碍和重复刻板样行为,但未

引起显著的焦虑样行为或认知能力改变。 造成

这种差异的原因可能与两种注射途径的药代动

力学特性有关。 皮下注射后,药物需经皮下毛细

血管逐渐吸收进入血液循环,吸收速度相对较

慢,但作用持续时间较长;相比之下,腹腔注射能

够通过腹腔内丰富的血管和淋巴系统迅速吸收,
起效更快,但药物作用时间较短。 因此,VPA 的

暴露时效、注射时机以及作用持续时间等因素,
均需在后续研究中进一步探讨。

VPA 造模另一个重要的考量是实验动物的

性别选择。 人类流行病学数据显示,男性 ASD 患

病率约为女性的 4 倍[29] 。 鉴于这种显著的性别

差异,在构建 ASD 啮齿类动物模型时有必要将性

别作为关键变量进行分析。 为此,本研究分别对

雌、雄性小鼠进行了评估。 结果显示,无论是妊

娠期 VPA 暴露还是子代 VPA 注射,雌、雄小鼠均

表现出相似的社交障碍、重复刻板样行为及焦虑

样行为,但雌性小鼠的认知能力均未出现显著改

变。 而且也有其他研究在性别对 VPA 反应的一

致性上存在 分 歧。 KAZLAUSKAS 等[30] 报 道,
VPA 暴露导致雄性大鼠出现社交障碍,而雌性大

鼠未表现相同缺陷。 MAMALI 等[31] 则发现,雄性

和雌性大鼠均表现出多动症状,但仅雄性大鼠伴

随社交能力受损和焦虑水平上升。 还有研究发

现,VPA 暴露后雌、雄性小鼠均表现出 ASD 样行

为,而雌性小鼠的症状更严重[23] 。 这些研究结果

的差异,可能与 VPA 的给药剂量、注射时机或行

为学测试的评估时间点不同有关,提示在模型构

建中需进一步细化实验条件的控制与标准化。
在构建 VPA 动物模型时,实验动物的死亡率

与致畸率也是必须重视的因素。 本研究发现,无
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论是孕 12. 5
 

d 接受 VPA 暴露的孕鼠,还是出生

后 14
 

d 注射 VPA 的幼鼠,均在注射后出现四肢

僵硬和闭目瘫软等神经抑制症状。 已有研究指

出,孕鼠在 VPA 暴露 6
 

h
 

后的死亡率为 10. 53%,
流 产 率 达 60. 53%, 胎 鼠 出 生 后 死 亡 率 为

12. 5%[32] 。 本研究中,孕鼠 VPA 暴露 24
 

h 的死

亡率升高至 50%,流产率为 25%。 综合来看,孕
期 VPA 暴露条件下实验动物的总体存活率约为

30%左右。 另有研究采用出生后第 4 天颈部皮下

注射 VPA 发现,小鼠死亡率为 22. 7%[25] 。 相比

之下,本研究中采用出生第 14 天注射 VPA,无论

是颈部皮下注射还是腹腔注射,均未引起小鼠死

亡。 VPA 造模通常选择在神经管闭合期(产前)
或神经发育关键期(产后)进行,这两个阶段均可

能引起神经发育迟缓。 研究显示,通过翻正反射

与负地趋向性实验评估,妊娠期及子代 VPA 暴露

均导致运动发育异常和小脑损伤[25] 。 睁眼实验

进一步证实,VPA 处理组小鼠出现睁眼延迟[25] 。
该研究同时报道,妊娠期 VPA 暴露导致幼鼠体质

量下降,尾巴单曲 / 双曲畸形占比达 31%;而子代

颈部皮下注射 VPA 则未引起体质量下降或尾巴

畸形[25] 。
综上所述,从动物福利、模型稳定性及表型

可靠性等角度综合考量,采用子代第 14 天进行颈

部皮下注射 VPA 是一种较为理想的造模策略。
该方案在无显著死亡、体质量下降和尾巴畸形的

前提下,能够有效诱导出包括社交缺陷、刻板样、
焦虑样行为及认知异常在内的 ASD 样行为表现。
然而,ASD 是一种具有高度异质性的复杂的神经

发育障碍,VPA 动物模型虽广泛应用,但仍存在

一定的局限性。 目前尚不清楚不同 VPA 造模方

法所诱导的行为与神经差异,究竟是反映了 ASD
本身的多样性,还是源于各实验室在操作流程、
剂量选择与评估标准上的技术不一致。 因此,未
来有必要对妊娠期与子代 VPA 暴露的关键参数

(如注射时机、剂量范围、性别差异及行为测试周

期等)开展系统性的比较与验证,以确立最佳造

模条件,进而推动 VPA 诱导的转化动物模型在

ASD 机制研究与药物评价等方面的更可靠应用。
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